














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































9「oup ％ γ15 γ30 γ50 γ120 γ180
1 一1．335
}0．966
一1．625
}0．503
一〇．5566
}0．3777
一〇．4160
}0．2389
十〇．1088
}0。0834
十〇．1017
}0．0792
一2．080
}2．290
一1．068
}0．646
一〇．8867
}0．6263
一〇．37899
}0．05013
一〇．04631
}0．10193
十〇．08208
}0．01692　　II
isurvived）
@（died）
一2．323
}2．331
一1．140
}0．477
一〇．8203
}0．4489
一〇．35415
}0．22439
一〇．20527
}0．17110
十〇．07133
}0．05830
一1．715
}2．526
一〇．960
}0．920
一〇．9863
}0．9049
一〇．4163
}02518
十〇ユ9213
}0．36147
十〇．09820
}0．21101
III 一8．930
}0．973
一4．1706
}0．3239
一〇．5044
}0．1078
一〇．23672
}0．02800
一〇．03337
}0．02482
一〇．029590
}0．O19633
IV 一13．943
}0．876
一3．5214
}0．2458
一〇．2869
}0．0359
一〇．03728
}0．00876
一〇．02578
}0，00763
一〇．009853
}0．005565
V 一2．178}1．029
一1．870
}0．750
一〇．5641
}0．2814
一〇．8076
}0．1210
一〇．0423
}0．0336
一〇．09466
}0．02180
VI 一11．3928
}ユ．0910
一3．7722
}0．3099
一〇．54349
}0．06002
一〇．08523
}0．02483
一〇．033781
}0．012646
一〇．023532
}0．0ユ4507
・バ・・cal・u1…d・・ll・w・・g・h……・a・知1一尋景ii≡籍m
　where“m”is　a　series　of“1，5，15，30，60，工20，180”tm　is“m”nlin　after　endotoxin　administration，
％mis　the　variation　rate　of　the　plasma　endOtoxin　concentration　at　tm
あった．
　II，　III群間の比較では，％1翫・8。でIIγ。＋1＞III伽＋1で
あり，瓶6。、12。では有意差を認めなかった．
　II，　IV群間の比較では，γ1，i臥18GでII伽＋1＞IVり倫＋1であ
り，％。では有意差を認めず，％。ではII％。〈IVγ6。であっ
た．
　III，　IV群問の比較では，　IIIγ5＞IV％であり，γ15，6。で
はIII殉＋1〈IVγ。＋1であり，γ当。，12α18。では有意差を認めな
かった，
　ii）Et単独投与群とステロイド投与群間の比較
　Et　3　mg／kg投与群（1，　V群）
　偽15，3・では両群の知＋1に有意差はなく，％α12q18。にお
いて1翫＋1＞V施＋1であった．
　Et　100μ9／kg投与群（III，　VI群）
　偽ではIIIγ＞VIγ』であり，γi臥6。ではIII伽＋KV知＋1，
他のγ，α、2¢、8。では両群の蜘＋1の間に有意差は認められ
なかった．
4　考 察
　本実験においては，原田らユ7）の開発による“カブトガ
ニ血球抽出液（ライセート）と合成基質を用いた新し
いエンドトキシン定量法”の実験的応用を試みた．
　ライセートを用いたEt検出法は，ライセートのEtに
よるゲル化を肉眼的に判定し極微量のEtを検出する方
法（いわゆる“リムルステスト”）として，現在まで広
く用いられている．製薬・製剤・衛生化学においては，
Food　and　Drug　Administrationによりpyrogen　test
の補助検査法として認可されており多8）実験的には，動
物に投与された精製Etの体内での消長の検討に用いら
れ§9）臨床的には，細菌性ショック症例の血中Etの検
出劒や，髄膜炎患者の脳脊髄液を検体として19〕更に尿中
のグラム陰性桿菌教とEt濃度の相関をみるために用い
られlo）内科領域では，肝硬変・閉塞性黄疸の腹水・門
脈血・末梢血中の腸管腔内細菌由来と思われるEtの検
出に用いられている11β2）これらの臨床応用においては，
血中あるいは体液中のEtを検出することが病態の早期
診断，治療方針，重症度・予後の推測に有益であると
されている．
　ただし，このリムルステストにも，その特異性，有
用性などに関して，種々の問題点が指摘されている§3134）
このことは，リムルステストが，その高感度，簡便・
経済性から広く応用されてきた反面，ライセートのゲ
ル化反応機序の解明が遅れていたことが原因であった
と思われる．
　本ゲル化反応がなんらかの酵素反応を介するもので
あろうということは，リムルステストの開発にあたっ
たLevin　and　Bang3）も指摘しているが，それ以後も，
ゲル化反応にあずかる因子（ライセート中の画分）の
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性質もおおよそ明らかにされていた轡5）しかし，本ゲル
化反応に関与する因子のEtフリーとした条件下での精
製をはじめとして，その因子の構造，物理化学的諸性
質を明らかにすることを通じて，本ゲル化反応の機構
をほぼ解明したのは，中村ら1詞6）の業績である．かれら
は押8｝ライセート中のEtにより活性化される凝固酵素
の基質特異性およびその活性を利用した新しいEt定量
法を開発した．
　著者は特に“MCA合成基質を用いた新しいEt定量
法”（以下本法）の検討をおこなった．EtとしてE．　coli
o127：B8　LPS　B（Difco）を使用した標準曲線からみ
ると，6．25pg／mJから2，5μg／mJの範囲でその値を定
量的に求めることが可能であった．いわゆるリムルス
テストを用いての最小検出感度は，種々の標準Etでほ
ぼ12pg／m1～1ng／mZであり17）その判定は肉眼的にゲ
ル化の右無をみるか，吸光度・濁度を測定することに
よるものであ房7）鋭敏性・客観性・定量性・再現性か
らみて，本法はより優れているといえる．
　従来より，リムルステストで検体中のEtを検出する
ぼあい，血漿中にはその反応を阻害する因子が含まれ
ていることが指摘されており18）血漿中Etの検出にあたっ
ては，阻害除去のため検体に種々の処理を加えること
が必要とされてきた§9）採血時のヘパリンの使用につい
ては，従来よリゲル化反応に影響するかどうか，意見
の一致をみていない∫α41）合成基質を用いた新定量法によ
る血漿中Etの回収率については，原田らユ7）がPNA（P
－nitroanilide）基質を用いた検討で約20～30品目あっ
たと報告しているのみである．
　本法を用いた家兎血漿中よりのEt回収率は70～80％
（Et濃度100　P9／mJ）から，2～3％（Et濃度100μ9／
mのまでと，添加されるEt量が増えると回収率はかえっ
て低下した．この際，採血時至適ヘパリン濃度は10～25
単位／m1であった．この結果は，回収率の低下がEtに
よるライセート中の凝固酵素の活性化の段階で起きた
ものなのか，すなわち，血漿中にEtの酵素活性化能を
低下させる因子が存在し，高いEt濃度では強くはたら
き，低いEt濃度ではほとんど作用しなくなっているの
か，あるいは，Etにより活性化された凝固酵素が合成
基質を水解する際に，その水解活性を抑える因子が処
理血漿中に存在しているかのいずれかであろう．後者
については，Etにより活性化された凝固酵素の基質特
異性から，血液中の凝固阻止因子により阻害されるこ
とが予想され，中村・岩永16｝は実際に，精製された血液
中凝固阻止因子のantithrombin－IH，α2－plaslnin
inhibitorがライセート中の活性化された凝固酵素の活
性を強く阻害すると報告している．今回の実験におい
ては，検体処理法として，4倍稀釈100℃10分加熱法42）
を採用しているので，実際の反応上，上記血中凝固阻
止因子はほとんど失活しているものと思われ，前者の
可能性が大きいと思われる．
　家兎Et投与実験については，生存率からみると，　V
群（ステロイド投与群，Et　3　mg／kg投与群）の生存率
は70％（7／10）であり，ステロイドの大量前投与は明
らかに，Et致死量投与時の家兎生存率を上昇させた．
　Et投与後経時的血漿中Et濃度変化は，1群の120，
180分後，II群の180分後の値を除くと，時間の経過と
ともにその値は有意に減法したあるいは減少する傾向
があった．Et単独投与4群（1－IV群）でのEt投与1
分後の値を100％とした各測定値の％表示による比較に
よると，1，II群間ではほとんど差が認められない．
このような1，II群の変化に比べて，　III群の減少の程
度はより大きく，III群よりIV群の方が更に減少の程度
は大きかった．その差は，前述の知＋1の検討により，
1，II群とIII群間では，投与15分後までの減少の程度
の差によるものであり，III・IV寸間では，投与5分後
までの減少の程度の差によるものであった．ステロイ
ド投与群（V，VI群）とEt単独投与群（1，　III群）の
比較では，1，V群（Et　3　mg／kg投与群）間において，
実測値および％表示値による比較で，Et投与後15～30
分以降にV群の値が1群の値より低く保たれていた．
III，　VI群（Et　100μ9／kg投与群）間の比較では，常に
VI群の方が低い値であった．この差は伽．、の比較から，
Et投与後5分までの減少の程度の差によるものであっ
た．
　上の検討で除外した1群のEt投与120，180分後の，
II群の180分後の値の意味するところは，血漿中Et濃
度の再上昇（1群）あるいは再上昇傾向（II群）であ
る．このような現象は，動物に投与されたEtのその後
の血中での消長をみるために，一般に広く用いられて
いるアイソトープラベルしたEtを用いた検討，いわゆ
る“tracer　study”では認められていない郵44）このこと
と，カブトガニ血球抽出液（ライセート）を用いたEt
検出法のもっている特徴，すなわちそのEtの由来する
菌種，株による反応の程度に差はあるものの検体中に
Etが存在すれば反応は当然起ってくるという特徴から
考えると，今回の実験で認められた血漿中Et濃度の再
上昇現象は，投与したEt以外のすなわち実験に用いた
家兎由来の“内因性”Etの関与によるものと推測され
る．この家兎由来“内因性”Etの起源についてはおそ
らく家兎腸管腔内細菌であろうと思われる．つまり，
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致死量あるいは半致死：量のEtを家兎に一回静脈内投与
したぼあい，家兎腸管腔内Etの循環血中への流入が起
こると考えるのが妥当と思われる．これに関しては，
Caridis　et　aL8）Ravin　et　aL45）による，種々の実験条件
下での腸管腔内Etの循環血中への流入の間接的あるい
は，肉眼的リムルステストを用いた直接的証明の報告や，
Gans　and　Matsumoto46〕による，動物（ラット）の隔
絶された腸管部分（Thiry－Vella一丘stula）内腔に注入
されたEtの循環血中への流入を，アイソトープ活性の
測定と酢酸鉛投与併用によるEt　bioassay法により証
明した報告，更に，Walker　and　Porvaznik46》による動
物（マウス）に致死量の精製Etを投与した際の，腸粘
膜上皮細胞間の電子顕微鏡により観察された微細形態
学的変化が“permeability　barrier”の破壊すなわち腸
管腔内Etの循環血中への流入が起こりうることを示竣
するという報告がある．
　上記のように，1群およびII群でのEt投与2～3時
間後にみられる血漿中Et濃度の再上昇現象には家兎腸
管腔内細菌由来“内因性”Etの関与が推測されるので
あるが，1群のEt投与120，180分後，　II群の180分
後の測定値以外の値での“内因性”Etの関与について
は，カブトガニ血球抽出液を用いている本法の性質上
その可能性は否定できない．ただし，前採血血漿検体
の検討から，Et投与前の家兎血漿中には6．25　P9／m♂以
上の濃度での“内因性”Etは存在していないといえる．
すなわち，以下の実験家兎6三間のEt投与後血漿中Et
濃度変化について考察する際は，つねにこの家兎腸管
腔内細菌由来“内因性”Et関与の可能性を考慮にいれ
なければならない．
　一般に生体内に投与されたEtは肝臓・脾臓などのい
わゆる網内系にとりこまれ，その血中での消長は，Et
投与15分後までに投与量の10～15％に急速に減少
し，以後は徐々に血中から消失していくというき3，44）Et単
独投与4群の結果を，投与されたEtの血漿中での消長
という面からみると，Et大量（致死量，半致死量）投
与ではその血漿中からの消失はおそく，少量（非致死
量）投与では，投与されるEtがより少量であれぽその
消失はより速いという解釈ができる．このことは，γ㎞＋1
の比較からEt投与早期（5～15分後）までのEtの消失
程度の差によりもたらされるものと思われる．みかた
をかえると，肝臓・脾臓などの網内学のEtとり込み能
が，Et投与量が大きければそれだけ多く障害されると
考えられる．これは，Et自体にそのような平内系の異
物予予能に影響を与える作用があるという報告48）から
も考えやすい．
　次に，“内因性”Etの関与という面からEt単独投与
4群の結果をみると，その関与は，Et投与量が少なけ
ればより小さく，Et投与量が多くなると，その関与も
大きくなると考えられる．
　ステロイド投与の血漿中Et濃度変化におよぼす効果
の検討にあたって，まず本実験と同様の実験を肉眼的
判定によるリムステストを用いて行ったWoodruf　et
aL49〕は，家兎にS．　Typhi　Et　Iooμ9／kg（致死量）静注
後，腹部大動脈上部にステロイド（methylpredonisolone
sodium　succinate　16　mg／kg）を注入した群では，　Et投
与後！時間で血漿中Et濃度は，無処置群の50％に，更
に2～3時間後には30～10％に低下することを明らかに
した．このステロイドの効果は，大部分が投与された
Etによるhistamine，　serotoninなどの“vasoactive
agent”の遊離を介した腸管の透過性を抑制し，それに
より腸管腔内Etの体循環への流入が抑えられたことに
よるものであり，一部は内臓領域での血管収縮をステ
ロイドが抑制することにより“reticuloendothelial
system”による血中Etの捕捉が無処置群に比して良好
に保たれるためであろうと報告している．次に，隅田
ら50）は，ラットにE、coli　Et　O．1mg／1009静注後，
methylpredonisolone　sodium　succinate（M．　P．）0．1
mg／loO　g投与群では，　Et投与6時間以後無処置群に比
べて血中Et濃度は低く保たれ，　M．　P．1．0，5mg／100
9，hydrocortisone　lo　mg／loo　9投与群ではその効果が
Et投与2時間以後でみられるとしている．いずれの報
告においても，ステロイド投与はEt投与による動物の
致死率を低下させ，リムルステストによる血漿中ある
いは血中Et濃度の測定は，そのステ・イドの効果をみ
るうえで有用であったと報告している．
　著者の今回の実験では，Et　3　mg／kg投与群でステロ
イドの大量前投与は，Et投与後少なくとも30分以後に
Et単独投与群に比して血漿中Et濃度を低く保ってい
る．この効果を投与されたEtの血漿中からの消失を速
めたとすると，ステロイドは致死量Et投与による肝臓・
脾臓などのいわゆる網内系組織の異物二食能の低下を
防止したのではないかと思われる．事実，致死量Et投
与時の三内系の異物貧食能の低下防止効果がステロイ
ド投与によりもたらされるという報告鋤もみられる．ま
た，ステロイド投与群（V群）ではEt単独投与群（1
群）でEt投与120，180分後にみられる血漿中Et濃度
の再上昇現象は認められない．このことから，ステロ
イドの大量前投与は，Et致死量投与時の“内因性”Et
の関与を抑制する効果があると思われる．
　次に，Et　100μg／kg投与群でのステロイドの効果は，
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Et投与後1分から5分のごく早期に認められた．この
際投与されたEtは100μ9／kgという家兎を死亡させる
には至らない少量投与であるから，このステロイドの
効果は，Et投与による二丁系組織のEtとり込み能の低
下を防止しているというより，そのEtとりこみ能を二
進させていると考えた方がよいと思われる．また，こ
の群でも“内因性”Etの関与をステロイド投与が抑制
したとも考えられるが，いままでのEt投与後の“内因
性”Etに関する報告『4『491がほぼ致死量のEtを投与し
た場合についてのみなされていることから考えてその
可能性は少ないものと思われる．すなわち，ステロイ
ドの大量前投与は，Et投与量の多少にかかわらず，　Et
投与後の血漿中Et濃度を低く保つ効果があるが，その
作用機序には，Et投与量によって上述のような差があ
るものと思われた．
よって，より大きくなることが明らかになった．
　4）ステロイドの大量前投与は，致死量Et投与時の
家兎生存率を有意に上昇させ，それに伴い，血漿中Et
濃度はより低く保たれ，かつその再上昇が認められな
かったことより，ステロイド投与の効果の一端を明ら
かにした．
　5）非致死量のEt投与後血漿中Et濃度は，ステロ
イド大量前投与のごく早期の効果により低く保たれ，
これは投与されたEtの血漿中からの消失をステロイド
が促進したことによるものと思われた．
　稿を終えるにあたり，終始御指導下さった当教室の
戸塚守夫助教授に感謝するとともに，御校閲をいただ
きました早坂滉教授に深く謝意を表します．
5　結 語
　岩永らの開発による“カブトガニ血球抽出液（ライ
セート）と合成基質を用いた新しいエンドトキシン定
量法”の実験的応用を試み以下のごとき知見をえた．
　1）MCA合成基質を用いた本新定量法を用いると，
標準EtとしてE．　coli　O127：B8LPS　Bを使用した
ばあい，その濃：度を6．25pg／m♂から2．5μg／mZの範囲
で定量的に測定することができ，本新定量法は，Et検
出法として，鋭敏性・客観性・定量性に関して優れた
方法である．
　2）本法を用いて，家兎ヘパリン加血漿に添加した
Etの回収率を検討した結果，その回収率はヘパリン濃
度（10～25単位／m♂が至適濃度と思われた）と添加さ
れるEt量により70～80％（Et　100　P9／mJ）から2～3％
（Et　looμ9／m1）まで，添加されるEt量の上昇ととも
に，その値はかえって低下した．この原因として，Et
によるライセート中の凝固酵素の活性化能を低下させ
る因子が家兎血漿中に存在すると考えられる．
　3）：本法を用いて，家兎に種々の量の上記Etを一回
静脈内投与した後の血漿中Et濃度を測定することによ
り，その各Et投与量にみあった特有の経時的変化をみ
ることができた．すなわち，致死量およびほぼ半致死
量（3mg／kg，1mg／kg）のEt投与後の変化はよく似
ており，血漿中Et濃度は徐々に低下し，かつ致死量投
与後120，180分目半致死量投与後180分には，家兎腸
管腔内細菌由来“内因性”Etの関与によると思われる
血漿中Et濃度の再上昇をみた。　Et小量（100μ9／kg，
10μg／kg）投与では，投与量がより少なければ，その
血漿中Et濃度の低下はEt投与後早期の減少率の差に
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